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油料蛋白
松仁蛋白酶解液体外抗氧化活性分析
林秀芳1，吴晓红2，赵梓辰1，徐冰心1，高小棠1，刘 敏1
( 1． 东北林业大学 林学院，哈尔滨 150040; 2． 东北林业大学 交通学院，哈尔滨 150040)
摘要:采用两种胃肠消化酶( 胃蛋白酶、胰蛋白酶) 对松仁蛋白进行酶解实验，研究其胃蛋白酶酶解
液、胰蛋白酶酶解液和胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶解酶解液的体外抗氧化活性。结果表明:胃蛋白
酶酶解 30 min 的酶解液具有最强体外抗氧化活性，·OH 清除率为 67． 43%，O －2 ·清除率为 55．
66% ;胰蛋白酶酶解 60 min的酶解液具有最强清除·OH 能力，·OH 清除率为68． 79% ;胰蛋白酶
酶解120 min的酶解液具有最强清除 O －2 ·能力，O
－
2 ·清除率为 39． 20% ;胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步
酶解松仁蛋白酶解液在酶解 240 min 时，具有最强的体化抗氧化活性，此时·OH 清除率为
79． 11%，O －2 ·清除率为 68． 99%。
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In vitro antioxidant activity of pine kernel protein hydrolysate
LIN Xiufang1，WU Xiaohong2，ZHAO Zichen1，
XU Bingxin1，GAO Xiaotang1，LIU Min1
(1． College of Forestry，Northeast Forestry University，Harbin 150040，China;
2． College of Traffic，Northeast Forestry University，Harbin 150040，China)
Abstract:Enzymatic hydrolysis experiment of pine kernel protein was conducted by two kinds of gastroin-
testinal digestive enzymes (pepsin and trypsin)，and in vitro antioxidant activities of enzymatic
hydrolysates of pine kernel protein obtained by hydrolysis of pepsin，trypsin and pepsin － trypsin were
studied． The results showed that after enzymatic hydrolysis for 30 min，the pepsin enzymatic hydrolysate
of pine kernel protein had the strongest in vitro antioxidant activity，and the scavenging rates on ·OH
radical and O －2 ·radical were 67． 43% and 55． 66% respectively;the trypsin enzymatic hydrolysate of
pine kernel protein had the strongest scavenging capacity on ·OH radical after enzymatic hydrolysis for
60 min，and the scavenging rate on ·OH radical was 68． 79%，while it had the strongest scavenging ca-
pacity on O －2 · radical after enzymatic hydrolysis for 120 min，and the scavenging rate on O
－
2 · radical
was 39． 20%;pepsin － trypsin step － by － step enzymatic hydrolysate of pine kernel protein had the stron-
gest in vitro antioxidant activity after enzymatic hydrolysis for 240 min，and the scavenging rates on·OH
radical and O －2 ·radical were 79． 11% and 68． 99% respectively．
Key words:pine kernel protein;enzymatic hydrolysate;pepsin;trypsin;antioxidant activity
红松(Pinus konaiensis Sieb et Zucc)属于松科松 属植物，是我国重要的可食用林产品松仁的重要来
源，天然红松林主要分布在黑龙江，其次为吉林、辽
宁两省［1］。松仁中蛋白质含量为 13% ～ 20%，而且
氨基酸组成齐全，是一种优质的植物蛋白［2］。植物
蛋白是人类食用蛋白的重要来源，通过生物酶法水
解植物蛋白生成的多肽及氨基酸等物质，具有更高
的营养价值和功能特性，更容易被人体所吸收和消
化，能够更充分地达到利用植物蛋白资源的目
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的［3］。松仁蛋白多肽能够提高小鼠免疫功能［4］，碱
性蛋白酶酶解得到的松仁多肽具有体外抗氧化
活性［5］。
本实验采用水提酸沉法制备松仁分离蛋白，选
取胃肠内两大主要蛋白消化酶胃蛋白酶和胰蛋白
酶，进行松仁蛋白酶解实验，测定松仁蛋白酶解液清
除羟基自由基(· OH)和超氧阴离子自由基
(O －2 ·)的清除率，研究其体外抗氧化性，为开发利
用松仁蛋白资源提供理论基础。
1 材料与方法
1． 1 实验材料
1． 1． 1 原料、试剂
红松籽，购于黑龙江省伊春市。
胃蛋白酶(效价比 1∶ 3 000)，胰蛋白酶(效价比
1∶ 250);过氧化氢、石油醚、邻苯三酚、水杨酸、硫酸
亚铁、盐酸、氢氧化钠等均为分析纯。
1． 1． 2 仪器、设备
SF － 100 型粉碎机，AB204 － S 电子天平，
PHS －2C型精密酸度计，LOC － 1M 真空冷冻干燥
机，LXJ － II型离心分离机，HHS电热恒温水浴锅。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 松仁分离蛋白的制备
将红松籽去杂、脱壳、去红衣，破碎，用石油醚
(沸程 30 ～ 60℃)进行脱脂处理，得到松仁脱脂粉，
4℃下保存备用。
按照参考文献［6］设计松仁分离蛋白制备工
艺:取一定量的松仁脱脂粉，以蒸馏水为提取液，在
料液比 1∶ 35、提取温度 37℃条件下提取 100 min，
10 000 r /min 离心 15 min后取上清液调节 pH 至酸
性，4℃下沉淀 60 min，4 000 r /min 离心 15 min，取
沉淀于 4℃下透析 24 h，冷冻干燥，得到松仁分离
蛋白。
1． 2． 2 松仁蛋白酶解液的制备
胃蛋白酶酶解液的制备:将一定量的松仁分离
蛋白分散于 pH 1． 5 的 HCl 溶液中，形成 10 g /L 的
溶液，置于 37℃恒温水浴锅中保温 5 min，然后以
m(酶)∶ m(底物)为 1∶ 50 加入胃蛋白酶，分别在不
同的酶解时间(0、5、10、30、60、120 min)取样，用
1 mol /L NaOH 溶液调节 pH 至 7． 0 终止反应，以
4℃、10 000 r /min 离心 15 min，取上清液用水定容
至 100 mL，备用。
胰蛋白酶酶解液的制备:将一定量的松仁分离
蛋白分散于 pH 7． 5 的 NaOH 溶液中，形成 10 g /L
的溶液，置于 37℃恒温水浴锅中保温 5 min，然后以
m(酶)∶ m(底物)为 1 ∶ 50 加入胰蛋白酶，分别在不
同的酶解时间(0、5、10、30、60、120 min)取样，95℃
水浴保温 10 min 终止反应，后冷却至室温，再以
4℃、10 000 r /min 离心 15 min，取上清液用水定容
至 100 mL，备用。
胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶解酶解液的制备:
将一定量的松仁分离蛋白分散于 pH 1． 5 的 HCl 溶
液中，形成 10 g /L的溶液，置于 37℃恒温水浴锅中
保温 5 min，然后以 m(酶)∶ m(底物)为 1∶ 50 加入胃
蛋白酶，37℃恒温条件下搅拌酶解 120 min;缓慢加
入1 mol /L NaHCO3 溶液调节 pH 至 7． 5，以m(酶)
∶ m(底物)为 1∶ 50 加入胰蛋白酶，37℃恒温条件下
搅拌酶解 120 min［7］。分别在酶解过程的 30、60、
90、120、150、180、210、240 min 取样，100℃、10 min
终止反应，调节 pH至 4． 5，4 000 r /min离心 30 min，
取上清液用水定容至 100 mL，备用。
1． 2． 3 松仁蛋白酶解液清除·OH的能力测定［8］
反应体系中含有 1 mL 8． 8 mmol /L H2O2、1 mL
9 mmol /L FeSO4、1 mL 9 mmol /L 水杨酸 － 乙醇溶
液，待测样品溶液 1 mL。最后加 H2O2 启动反应，
37℃反应 0． 5 h。以蒸馏水为空白对照，在 510 nm
处测定各溶液的吸光度。考虑样品本身的吸光度，
以 1 mL 9 mmol /L FeSO4，1 mL 9 mmol /L 水杨酸 －
乙醇溶液、不同溶液的样品溶液 1 mL 和 1 mL 蒸馏
水作为样品的本底吸光度。按照下式计算·OH 清
除率。
·OH清除率 = 1 －(Ax － Ax0)/A0 × 100%
式中:A0 为空白对照液的吸光度;Ax 为加入样
品溶液后的吸光度;Ax0为不加 H2O2 样品溶液的吸
光度。
1． 2． 4 松仁蛋白酶解液清除 O －2 ·的能力测定
采用邻苯三酚自氧化法测定［8］。取 50 mmol /L
Tris － HCl缓冲液(pH 8． 2)4． 5 mL，置于 25℃水浴
中保温 20 min，分别加入 1 mL 样品溶液和 0． 4 mL
25 mmol /L邻苯三酚溶液，混匀后于 25℃水浴中反
应 5 min，加入 1 mL 8 mmol /L HCl 溶液终止反应，
于299 nm波长下测定吸光度;空白对照组以相同体
积蒸馏水代替样品。每个试样做 3 个平行样，取平
均值，按照下式计算 O －2 ·清除率。
O －2 ·清除率 =(A0 － Ax)/A0 × 100%
式中:A0 为空白对照液的吸光度;Ax 为样品溶
液的吸光度。
2 结果与讨论
2． 1 松仁蛋白胃蛋白酶酶解液清除·OH 和 O －2 ·
的能力分析( 见图 1)
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由图 1 可以看出，松仁蛋白胃蛋白酶酶解液具
有清除·OH 和 O －2 ·的能力。随着酶解时间的延
长，·OH和 O －2 ·清除率不断增大，在酶解 30 min
时达到最大值，清除率分别为 67． 43%、55． 66%。
之后随着酶解时间的延长，·OH 和 O －2 ·清除率增
加不显著。
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图 1 松仁蛋白胃蛋白酶酶解液清除·OH和 O －2 ·的能力
2． 2 松仁蛋白胰蛋白酶酶解液清除·OH 和 O －2 ·
的能力分析( 见图 2)
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图 2 松仁蛋白胰蛋白酶酶解液清除·OH和 O －2 ·的能力
由图 2 可以看出，松仁蛋白胰蛋白酶酶解液具
有清除·OH 和 O －2 ·的能力。随着酶解时间的延
长，松仁蛋白胰蛋白酶酶解液清除·OH 能力不断
增大，在酶解 60 min时达到最大值，·OH清除率为
68． 79%，之后随着酶解时间的延长，·OH 清除率
变化不显著。O －2 ·清除率随着酶解时间的延长逐
渐增大，处于缓慢上升的趋势，60 min 后变化不大，
酶解实验终止即 120 min 时 O －2 · 清除率为
39． 20%。
2． 3 松仁蛋白胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶解酶解
液清除·OH和 O －2 ·的能力分析( 见图 3)
由图 3 可以看出，胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶
解在不同酶解时间的酶解液具有清除·OH 和
O －2 ·的能力。随着酶解时间的延长，松仁蛋白胃蛋
白酶 － 胰蛋白酶分步酶解酶解液清除·OH 和
O －2 · 能力逐渐增强，在酶解 240 min 时，·OH 和
O －2 ·清除率分别为 79． 11%和 68． 99%。实验结果
表明，双酶酶解得到的酶解液清除·OH 和 O －2 ·能
力最强，胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶解松仁蛋白可
以作为制备松仁抗氧化肽的适宜工艺。
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图 3 松仁蛋白胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶解
酶解液清除·OH和 O －2 ·的能力
3 结 论
通过研究发现，松仁蛋白胃蛋白酶酶解液、胰蛋
白酶酶解液、胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步酶解酶解液
具有清除·OH和 O －2 ·能力，具有一定的体外抗氧
化活性。实验结果表明，胃蛋白酶 －胰蛋白酶分步
酶解松仁蛋白酶解液清除·OH和 O －2 ·能力最强。
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